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Running Title: 
Abstract: El cáncer de mama es el tumor maligno de mayor frecuencia entre las 
mujeres, tanto en los países desarrollados como en vías de desarrollo. En España, se 
estima que la incidencia, mortalidad y prevalencia a 5 años para el cáncer de mama  es 
del 29 %, 15.5 %  y 40.8 %, respectivamente (Sociedad Española de Oncología Médica, 
SEOM, 2014). Por este motivo, representa un área de especial interés en la búsqueda de 
nuevas estrategias terapéuticas. La proteína adaptadora Grb7 (growth factor receptor 
bound protein 7), es considerada una potencial diana terapéutica por su participación en 
numerosas vías de señalización intracelular y en el desarrollo y progresión del cáncer de 
mama. Estudios previos de nuestro grupo de investigación demuestran que la mutación 
por la eliminación del dominio de unión de la calmodulina (CaM-BD) de la proteína 
Grb7 humano (Grb7Δ), tiene efectos relevantes en la inhibición de la proliferación 
celular, el crecimiento y la angiogénesis asociada a los tumores. Por otro lado, la zyxina, 
una proteína con función de reorganización y reorientación del citoesqueleto, se ha 
identificado como posible proteína de unión a Grb7 y/o Grb7Δ. La posible interacción 
entre ambas proteínas, y su relación con la presencia y ausencia del CaM -BD, podría 
revelar efectos sobre la migración, la proliferación celular, y la angiogénesis asociadas a 
tumores y la potencialidad de la zyxina como diana terapéutica. 
 Palabras clave: Grb7, Grb7Δ, zyxina, calmodulina, migración celular, citoesqueleto, 
interacción. 
Abreviaturas: AEBSF, 4-(2-aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride; BCA, bicinchoninic 
acid; BPS, between PH and SH2; CaM, calmodulin; CaM-BD, calmodulin binding 
domain; DAPI, 4',6-diamidino-2-phenylindole; DMEM,  Dulbecco’s-modified Eagles’ 
medium; E-64, N-[N-(L-3-trans-carboxyirane-2-carbonyl)-L-leucyl]-agmatine; ECL, 
enhanced chemiluminiscence; FBS, fetal bovine serum; Grb7, growth factor receptor 
bound protein 7; Na!VO!, ortovanadato de sodio; NaF, fluoruro de sodio; NLS, nuclear 
localization sequence; PBS, phosphate buffer saline; PH, pleckstrin homology; PMSF, 
phenylmethylsulfonyl fluoride; PR, proline-rich region; PVDF, 
poly(vinylidenedifluoride); RA, Ras-associating; SDS-PAGE, polyacrylamide gel 
electrophoresis in presence of sodium dodecyl sulfate; SH2, Src homology 2; W-7, N-
(6-aminoexyl)-5-chloro-1-naphthalenesulfonamide; W-12, N-(4-aminobutyl)-2-
naphthalenesulfonamide.  
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Introducción 
Las células reciben constantemente estímulos procedentes del medio que les rodea y  
responden a ellos integrando y coordinando múltiples vías de señalización 
intracelulares. Las proteínas adaptadoras se encargan, entre otras funciones, de controlar 
la comunicación entre las diferentes cascadas de señalización desencadenadas por 
dichos estímulos.  
La proteína Grb7 (57 kDa) pertenece a una pequeña familia de proteínas 
adaptadoras, en la que se incluyen también a Grb10 y Grb14, que interaccionan con una 
gran variedad de receptores tirosina quinasa activados y otras proteínas de señalización 
fosforiladas en residuos de tirosina (Daly, 1998). Estas proteínas modulares comparten 
una secuencia de homología significativa y una estructura molecular que está dividida 
en varios dominios implicados en la interacción con otras proteínas y con membranas 
celulares. Grb7 humano es una proteína de 532 aminoácidos formada por: (i) un 
dominio rico en prolina (PR) en la región amino terminal, de unión específica al RNA 
(Tsai et al, 2007); (ii) una región central GM (para Grb y Mig10) muy conservada, que 
abarca un dominio RA de asociación a miembros de la familia Ras, un dominio de 
homología a pleckstrina (PH) con afinidad por fosfoinosítidos esenciales en procesos de 
migración celular (Shen et al, 2002), y un dominio BPS (Between PH and SH2); (iii) y 
en la región carboxilo terminal, un dominio SH2 (Src homology 2) de unión a residuos 
fosforilados de tirosina en fosfoproteínas, cuya especificidad se ve aumentada por el 
dominio BPS. Asimismo, todas ellas están filogenéticamente relacionadas con la 
proteína Mig10 de Caenorhabditis elegans, que regula la migración de células neurales 
embrionarias (Han et al, 2001). 
Grb7 participa en diversas vías de señalización implicadas en la regulación de la 
migración celular, la proliferación celular, la angiogénesis y, también, tiene una función 
de regulación traduccional. Se ha observado una sobreexpresión de Grb7 en tumores 
humanos malignos y en líneas celulares tumorales humanas (Stein et al, 1994). Como 
consecuencia, se piensa que Grb7 podría desempeñar un papel importante en la invasión 
y la metástasis tumoral. 
La sobreexpresión de Grb7 se ha observado asociada a la sobreexpresión del 
receptor ErbB2, particularmente, en las células de adenocarcinoma de mama humano 
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(Chu et al, 2010), con una implicación importante en el desarrollo y la progresión del 
cáncer de mama. 
Estudios previos de nuestro grupo de investigación han demostrado la existencia de 
un CaM-BD, en la región proximal del dominio PH, en Grb7 humano. La calmodulina 
(CaM) es una proteína reguladora, de 16.5 kDa, que se expresa ubicuamente en las 
células eucariotas. Tiene la capacidad de unir Ca!!, un ión esencial en numerosos 
procesos celulares de la respuesta a estímulos. La unión de Ca!! induce un cambio 
conformacional en la CaM, que favorece la unión de ésta a otras proteínas que tengan 
un CaM-BD, como es el caso de Grb7 (Stoclet et al, 1987). No obstante, la CaM libre 
de Ca2+ (apo-CaM) también tiene la capacidad de interaccionar con otras proteínas 
dianas (Jurado et al, 1999). Los ensayos previos sugieren que la eliminación del CaM-
BD, y la generación por tanto de la proteína mutada Grb7Δ, tiene efectos importantes 
sobre la inhibición de la proliferación celular, el crecimiento tumoral y la angiogénesis 
asociada a los tumores (García-Palmero et al, 2013). 
Ensayos de espectrometría de masas determinaron que Grb7 y/o Grb7Δ se unían de 
forma diferencial a una serie de proteínas (García-Palmero et al, to be published), de las 
cuales nos centramos en la zyxina. Esta proteína de 82 kDa (Crawford and Beckerle, 
1991) participa en el refuerzo y la reorientación del citoesqueleto de actina necesaria 
para: (i) la adhesión célula-célula y célula-sustrato, (ii) el control de la división celular y 
(iii) la comunicación entre el núcleo y el citoplasma, donde juega un papel de 
regulación transcripcional. La estructura molecular de la zyxina incluye un dominio de 
unión a α-actinina, cuatro dominios ricos en prolina, dos secuencias de exportación 
nuclear (NES) y tres dominios LIM ricos en cisteína compuestos por dos dedos de zinc 
espaciados por dos aminoácidos. Estos dedos de zinc tienen un papel fundamental en la 
interacción proteína-proteína (Hoffman et al, 2012; Hoffman et al, 2006; Dawid et al, 
1995). 
Nuestro objetivo inicial fue determinar la posible interacción entre Grb7 y zyxina, y 
las posibles implicaciones que dicha interacción pudiera tener sobre la migración, la 
proliferación celular y la angiogénesis asociada a los tumores. 
 
Materiales y métodos 
Reactivos. DMEM (Dulbecco’s-modified Eagles’ medium), L-glutamina y suero fetal 
bovino (FBS) se obtuvieron de Gibco. La gentamicina se obtuvo de Genta-Gobens. El 
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), el ortovanadato de sodio (Na!VO!), la insulina, 
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la fibronectina (de plasma bovino) y la inmunoglobulina de ratón se obtuvieron de 
Sigma-Aldrich. Los anticuerpos policlonales de conejo anti-Grb7 (N-20) y anti-zyxina 
(H-200) se obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology. El anticuerpo monoclonal de 
conejo anti-GAPDH, el anticuerpo policlonal de conejo anti-c-ErbB2/c-Neu, las 
membranas de PVDF, el fluoruro de sodio (NaF), los inhibidores de calmodulina W-7 y 
W-12, de alta y baja afinidad respectivamente, y el ácido tricloroacético se obtuvieron 
de Merck Millipore. El kit de ECL se obtuvo de GE Healthcare-Amersham, y las 
películas de rayos-X de Agfa Healthcare. El DAPI, la faloidina Alexa Fluor®-546, el 
anticuerpo goat anti-rabbit Alexa Fluor®-488, el reactivo ProLong® Gold Antifade y el 
anticuerpo goat anti-rabbit peroxidasa de rábano (HRP) se obtuvieron de Invitrogen. El 
cocktail de inhibidores de proteasas (CPI) se obtuvo de Amresco. El kit que se utilizó 
para los ensayos de inmunoprecipitación (Pierce™ Classic Magnetic IP/Co-IP Kit) se 
obtuvo de Thermo Scientific.   
Cultivo celular. Las células SK-BR-3 de adenocarcinoma de mama humano fueron 
cultivadas en DMEM suplementado con 10 % (v/v) FBS, 2 mM L-glutamina, 40 µg/ml 
gentamicina y 25 uI/µl de insulina, e incubadas a 37 ºC en una atmósfera húmeda con CO! al 5 %. 
Preparación de los extractos celulares. Las células se lavaron dos veces con PBS (137 
mM NaCl, 2.68 mM KCl y 10 mM KH!PO!/Na!HPO!, pH 7.4) frío, se lisaron y se 
precipitaron las proteínas con 20 % (p/v) ácido tricloroacético (TCA) en PBS durante 10 
min en hielo. Seguidamente, se rasparon las placas y los lisados celulares fueron 
transferidos a tubos Eppendorf y centrifugados durante 10 min a 13000 rpm (17000 g) a 
4 ºC. El pellet obtenido se denominó extracto celular total (TCE).  
Electroforesis y Western blot. Las proteínas (50-60 µg calculado por el método BCA) se 
separaron usando la técnica de electroforesis en geles de gradiente linear 5-20 % (p/v) 
de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Seguidamente, las 
proteínas fueron electrotransferidas a membranas de PVDF, fijadas con 0.2 % (v/v) 
glutaraldehído durante 10 min y teñidas transitoriamente con 0.1 % (p/v) Fast Green 
FCF durante 2 min. Todo el procedimiento se hizo siguiendo el protocolo estándar para 
Western blot. Las membranas se bloquearon con 5 % (p/v) albúmina de suero bovino 
(BSA) o 5 % (p/v) leche en polvo libre de grasa, en función de lo indicado por la casa 
comercial del anticuerpo primario empleado, en TBS-T (10 mM Tris-HCl pH 8, 150 
mM NaCl, 0.1 % (v/v) Tween-20). A continuación, se incubaron con el anticuerpo 
primario (dilución 1:2000) toda la noche a 4 ºC y durante 1 h a temperatura ambiente 
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(RT) con el anticuerpo secundario conjugado a HRP (dilución 1:5000). Utilizando los 
reactivos ECL según el protocolo recomendado por la casa comercial, visualizamos las 
bandas de proteínas en las películas de rayos X.   
 Inmunoprecipitación. El ensayo de inmunoprecipitación se realizó utilizando los 
reactivos del kit y según las indicaciones del protocolo suministrado por la casa 
comercial del mismo. Para evitar que las proteínas se degradasen por la acción de 
distintas proteasas y se desfosforilasen, añadimos al buffer de lisis un cocktail comercial 
de inhibidores de proteasas (10 µl/ml) que contiene AEBSF, aprotinina, E-64, bestatina, 
leupeptina y pepstatina, reconstituido en 1 ml de agua desionizada para hacer una 
solución 100x, suplementado con 1 mM PMSF preparado el día del ensayo, así como 
los inhibidores de fosfatasas 100 mM NaF y 1 mM Na!VO!. En la preparación de los 
complejos antígeno-anticuerpo, se añadieron 2 µg de anticuerpo al extracto celular en 
función de la proteína a inmunoprecipitar. Como control negativo se utilizaron 2 µg de 
inmunoglobulina de ratón o conejo no relevante (NR IgG). Como control positivo, 
utilizamos el TCE. 
 Ensayo de herida artificial. Con una punta de pipeta, se hicieron dos heridas artificiales 
por placa sobre una monocapa de células SK-BR-3 confluentes al 90-100 %. Se lavaron 
las placas dos veces con medio, para descartar las células no adheridas, y se tomaron 
fotografías a distintos tiempos, en 3 puntos distintos de cada herida artificial, con un 
microscopio Nikon Eclipse TS100 usando el objetivo 4x. En función de las diferentes 
condiciones del experimento, se añadieron los inhibidores de calmodulina W-7 y W-12, 
quedando a una concentración final de 15 µM. El medio y los inhibidores se 
reemplazaron diariamente durante el transcurso del experimento. El contaje de células 
se realizó seleccionando un área rectangular en las fotografías a tiempo 0, que fue 
idéntica para el resto de tiempos de una misma serie, y contando el número de células 
que estaban dentro del área. El análisis de los datos obtenidos se realizó utilizando el 
software de análisis estadístico SAS (Statistical Analysis System). 
Análisis del citoesqueleto y localización de zyxina. Las células fueron sembradas en 
cubreobjetos recubiertos con 10 µg/ml de fibronectina en PBS. Éstas fueron fijadas a 
distintos tiempos con 4 % (v/v) paraformaldehído en PBS durante 20 min a temperatura 
ambiente (RT). A continuación, fueron permeabilizadas con 0.1 % (v/v) Triton X-100 
en PBS durante 15 min (RT), bloqueadas con 1 % (p/v) BSA en PBS-T [0.1 % (v/v) 
Tween-20 en PBS] 1 h (RT) e incubadas toda la noche a 4 ºC con el anticuerpo primario 
anti-zyxina (dilución 1:500). Posteriormente, fueron incubadas, en primer lugar, durante 
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1 h a RT con el anticuerpo secundario acoplado a Alexa Fluor®-488 (dilución 1:500) y 
faloidina acoplada a Alexa Fluor®-546 (dilución 1:40) y, seguidamente, durante 3 min a 
RT con DAPI (dilución 1:500) para visualizar los núcleos. Finalmente, se montaron los 
cubreobjetos con la cara donde están fijadas las células sobre los portaobjetos, 
añadiendo 5 µl de ProLong® Gold Antifade y evitando que quedaran burbujas. Todas 
las imágenes se obtuvieron con un microscopio confocal espectral LSM 710 (Zeiss) 
utilizando un láser de excitación con longitudes de onda de 358, 558 y 488 nm para 
poder observar los núcleos (azul), el citoesqueleto de actina (rojo) y la proteína zyxina 
(verde), respectivamente. Se utilizó un objetivo de inmersión en aceite 63x. Se hicieron 
fotografías a distintos planos, cuyo número y distancia entre los planos varió en función 
de la muestra.   
 
Resultados 
Identificación de ErbB2 y Grb7 en células SK-BR-3. Las muestras de TCE se 
prepararon según lo indicado en Materiales y métodos. Las proteínas se visualizaron 
mediante Western blot (WB), utilizando los anticuerpos específicos y siguiendo el 
protocolo indicado en Materiales y métodos. Identificamos la expresión de ErbB2 (185 
kDa) y Grb7 (57 kDa) en células SK-BR-3 de adenocarcinoma de mama humano (Fig. 
1). En el caso de Grb7, aparece una doble banda, y la inferior  podría corresponder a una 
banda inespecífica o Grb7 degradado por proteólisis. GAPDH se utilizó como control 
de carga, indicando que pusimos la 
misma cantidad de proteína en todos los 
pocillos del gel de electroforesis (Fig. 1). 
 
        
 
 
 
 
Inmunoprecipitación de Grb7 en células SK-BR-3. La inmunoprecipitación (IP) y el 
análisis por WB se llevó a cabo según lo indicado en Materiales y métodos. En el 
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control negativo con NR IgG de ratón, no se observa ninguna banda correspondiente a 
la cadena pesada de la inmunoglobulina ya que utilizamos goat anti-rabbit HRP para 
revelar el WB (Fig. 2). Grb7 está presente en el TCE y es inmunoprecipitado 
correctamente. Grb7 no arrastra zyxina en su IP. Zyxina está presente en el TCE pero, 
sin embargo, su IP no fue exitosa (Fig. 2). El control con GAPDH confirma que el 
proceso de IP y el lavado fueron correctos y los inmunocomplejos no se contaminaron 
con la fracción citosólica (Fig. 2). 
	    
 
En otro ensayo de IP, se analizó lo unido y no unido a las beads magnéticas del kit. 
Los resultados obtenidos en el WB anti-Grb7 (N-20) parecen indicar que sólo una parte 
de toda la proteína presente en el TCE es capaz de unirse a las beads magnéticas e 
inmunoprecipitar. La co-IP de zyxina y Grb7 resultó de nuevo negativa. Grb7 aparece 
en la fracción no unida a las beads magnéticas de la IP de zyxina (Fig. 3). En este 
ensayo, la IgG NR utilizada como control negativo fue IgG de conejo y, efectivamente, 
observamos la banda correspondiente a la cadena pesada del anticuerpo al utilizar un 
anticuerpo goat anti-rabbit HRP (Fig. 3). 
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 Localización de zyxina y actina en células SK-BR-3. Las células se sembraron en 
cubreobjetos recubiertos con fibronectina de plasma bovino y se fijaron a las 24 horas 
con paraformaldehído como se describe en Materiales y métodos. La permeabilización, 
bloqueo e incubación con el anticuerpo primario y secundario, la faloidina y el DAPI, se 
hizo según lo indicado en Materiales y métodos. Zyxina está distribuida de manera 
equitativa por el citoplasma de las células y el núcleo. La actina se localiza, 
principalmente, en las zonas de contacto célula-célula y célula-matriz extracelular (Fig. 
4). El resultado obtenido en el control negativo en ausencia de anticuerpo primario 
confirma que la señal del anticuerpo secundario goat anti-rabbit acoplado a Alexa 
Fluor®-488 es específica de zyxina (Fig. 5).  
 Evolución y cambios en el citoesqueleto de actina y la localización de zyxina tras 
sembrar células SK-BR-3 y fijarlas a distintos tiempos. Los resultados obtenidos en los 
ensayos de inmunocitoquímica realizados con células SK-BR-3 sembradas y fijadas a 
distintos tiempos según lo indicado en Materiales y métodos, muestran una clara 
evolución del citoesqueleto de actina a medida que las células se adhieren a la 
superficie, mientras que la zyxina mantiene una distribución bastante uniforme. A los 
15 min, las células todavía son esféricas; a los 30 min comienzan a extender los 
filopodia y adherirse a la superficie. A las 2 horas de haber sido sembradas, ya se ven 
algunas fibras de estrés. A las 3 horas, la gran mayoría de las células están totalmente 
adheridas a la superficie, presentando el citoesqueleto de actina con una distribución 
pericelular junto a la membrana celular. Zyxina se encuentra tanto en el citoplasma 
como en el núcleo (Fig. 6).  
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Los inhibidores de calmodulina W-7 y W-12 no tienen ningún efecto determinante sobre 
la migración de células SK-BR-3. Los ensayos de heridas artificiales en ausencia y 
presencia de los inhibidores W-7 o W-12, de alta y baja afinidad respectivamente, y el 
análisis de los resultados se realizó según lo indicado en Materiales y métodos. Los 
resultados obtenidos no muestran una clara diferencia en la migración de las células en 
ausencia y/o presencia de los inhibidores W-7 y W-12. Sin embargo, en el gráfico 
podemos observar un ligero aumento de la migración en presencia de W-7 en 
comparación con W-12 (Fig. 7). 
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 Discusión 
Grb7 y zyxina se expresan en las células SK-BR-3 de carcinoma de mama humano. 
Sin embargo, los resultados obtenidos en los ensayos de IP no muestran evidencias 
sobre la presencia  de interacción entre ambas proteínas. Estos resultados promueve el 
planteamiento de nuevas hipótesis. Estudios previos demuestran que la CaM oculta la 
secuencia NLS de importación al núcleo de Grb7 (García-Palmero&Villalobo, 2012). 
Asimismo, la zyxina fue indentificada como posible proteína de unión a Grb7Δ (García-
Palmero et al, to be published). Por este motivo, se plantea que la CaM enmascara un 
potencial sitio de interacción entre Grb7 y zyxina. 
Los ensayos de inmunocitoquímica realizados parecen indicar una cierta co-
localización de actina y zyxina en las zonas de contacto célula-célula (Fig. 4), 
demostrada en estudios anteriores (Crawford and Beckerle, 1991). La zyxina se localiza 
también en las adhesiones focales maduras (Hoffman et al, 2006) y, aunque los ensayos 
realizados muestran una distribución citoplasmática y nuclear de la zyxina, ésta no se 
expresa en los filopodia emergentes inducidos por Rac en el proceso de adhesión celular 
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(Fig. 6). Asimismo, estudios recientes demuestran la existencia de un vínculo entre la 
zyxina y la proteína de unión a CaM caldesmón (Hoffman et al, 2006), y la importancia 
de este vínculo en la organización del citoesqueleto. Debido a esto, se plantean futuros 
ensayos que establezcan un posible vínculo entre la CaM y la zyxina, y la relación que 
el vínculo pudiera tener con la migración celular asociada a los tumores.    
Por otro lado, se sabe que los inhibidores de calmodulina W-7 y W-12, de alta y 
muy baja afinidad respecitvamente, reducen la migración de células HEK293 que 
expresan Grb7 (García-Palmero&Villalobo, 2013). Sin embargo, en las células SK-BR-
3 no desencadenan ningún efecto observable significativo. Puede ser que la 
concentración utilizada de dichos inhibidores no sea suficiente para este tipo de células 
tumorales que sobreexpresan Grb7, ya que las células tumorales poseen transportadores 
resistentes a múltiples drogas (MDR) que bombean las drogas hacia fuera haciéndolas 
resistentes. Se realizarán nuevos experimentos utilizando una concentración mayor de 
los inhibidores.   
Como perspectiva de futuro, sería interesante (i) determinar el posible vínculo entre 
la zyxina y la CaM, (ii) analizar la translocación al núcleo de zyxina en presencia y 
ausencia de los inhibidores de la CaM, W-7 o W-12, en células que expresen Grb7 o 
Grb7Δ,  y (iii) examinar los cambios que pudiesen ocurrir en el citoesqueleto de actina.  
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